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Foreliggende oppfinnelse er utskilt fra patents0knad 19986133 som omfatter en metode 
for DNA-sekvensering som inneholder f0lgende trinn: 

F0rste trinn tar utgangspunkt i en ren DNA-populasjon bestaende av DNA-sekvensen 
som skal sekvenseres. DNA-molekylene kuttes/brekkes pi en uspesifikk mite slik at det 
dannes en populasjon med DNA-molekyler bestaende av biter (heretter kalt DNA-biter) 
av den opprinnelige sekvensen. 

Annet trinn bestir i i erstatte baseparene i DNA-bitene med 4 ulike DNA-sekvenser 
(heretter kalt DNA-fragmenter) som representerer hver av de fire basene adenin, cyto- 
sin, guanin og tymin. Der hvor det har vaert basepar A-T, settes det altsa inn "fragment 
A", C-G byttes ut med "fragment C" osv. Dermed genereres nye DNA-molekyler hvor 
den opprinnelige baserekkef0lgen pa f.eks. ACGTT... erstattes med fragment A - 
fragment C - fragment G osv. Lengden pa disse fire DNA-fragmentene kan i prinsippet 
variere i lengde fra 2bp til flere hundre kbp (eller mer om enskelig), alt etter behov. 
Tilsvarende kan DNA-fragmentene inneholde reportergener og annen biologisk infor- 
masjon eller kun besta av sekvenser uten kjent biologisk funksjon. 

I tredie trinn avleses rekkefolgen av de fire typene DNA-fragmenter for hvert enkelt 
DNA-molekyl. Dermed firmer man baserekkefijlgen i de opprinnelige DNA-bitene 
indirekte. 

I fierde trinn benytter et dataprogram overlappen mellom DNA-bitene til a sette sammen 
informasjonen fra trinn 3 til sekvensen pa DNA-sekvensene som ble brukt som utgangs- 
punkt. 

Foreliggende oppfinnelse omhandler bl.a. alternative miter for utfeirelsen av trinn tre 2 
+ 3; avlesning av de fire typene DNA-fragmenter for indirekte i finne baserekkef0lgen. 
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fSffor hurtig avlesning vil sannsyn^gvis vaere enda sterre h*s "T^D^- 
flowcytometer for a avlese de fluoroscerende probene. En fomtsetnuig for dette er at DNA 
2L passerer avlesningsenheten pi et flowcytometer i utstrukket form shk at DNA- 
SaStene som representerer «A», «C», «G» og «T» vil passere i rekkefelge. 

Tmetode for a ft DNA-molekylene utstrukket er a blande dem med steeptavtdindekte 
maLtkuler sma glasskuler (binder DNA-molekyle* naturhg)eller hgnende, i stort 
3»u2& at L binder DNA-molekylene i forholdet 1:1. DNA-molekylene vil ha rmndre 
m^ennkulenei en v«skestr0m slik at de tenderer til a bevege seg bort to hverandre 
SSDNrmolekylet er utstrukket. Hvis vaeskestnarnmen er kraftig dler kulene store shk at 
^kTeUenYmotstSd for DNA-molekylene og kulene er stor vil DNA-molekylet kurme ryke. 
DeS proWemet vil imidlertid kunne unngas ved a senke flow-hastxgheten eller bruke rmndre 

^En alternativ strategi er a bruke et elektrisk eller magnetisk felt i steden for vaeskestnnn til 
a tr^e paSene for* fluorescensdetektoren. Det kan gjares ved a utnytte at glasskulene bar 
PO^ laZS mens DNA-molekyler er negativt ladd, eller bruke superparamagnetic kuler 
fr d erfo7^L Dermed vil kulene trekke DNA-molekylene som henger etter som rette 

kritisk parameter ved denne strategien er flowcytometrenes nedre deteksjonsgrenser for 
fluent Flere grupper bar klart a detektere enkelte fluorofor-molekyler ved a senke flow- 
hastigheten. 0nsker man imidlertid a bruke konvensjonelle flow-cytometre med 
analysehastigheter pa 20-30.000 partikler per sekund ma man bruke lengre prober shk at det 
kan festes mange fluroforer til hver probe. „ nnnn 
De raskeste flowcytometrene per i dag har kapasitet til a analysere 200.000 
fluorescerende partikler per sdomd. Disse flowcytometrene er urudlerhd dcke komrne s£ 
SneeliRe I tillegg kommeTl^det er usikkert hvor hoye flow-hastogheter DNA-molekyler 
S^u^ke forS for de ryke, Det er imidlertid realistisk a anta at DNA-molekylene vU 
tale hastigheter som gjer det mulig i avlese et sted mellom 5-50 tusen basepa^ : pa -sekund 
fmed en hastiehet pa 50.000 bp/s vil ett flowcytometer kunne avlese 3 bilhoner bp (tilsvarer 
Su^a^gen^m) pi i underkant avl7 timer. Sammenlignet med HUGO-pros Jf ktet hvor 
man regner med i bruke 17 ir og betydelige laboratorieressurser i over 20 land pa a fa 
sekvensert det ferste humane genom vil dette representere en betydehg nyvinmng.) 

ulg^spunktet for dette alternative er det samme som for alternativ 1 hvor DNA- 
molekjlene festes pi en regelmessig mate til en streptavidindekt plate Men i motsetrung til 
altenmtiv 1 avleses fragmentsammenstningen ved at det er lagt sma elektnske kretser inn i 
platen som blir brutt eller aktivert av reportermolekyler festet til fragmentene. Man kan enten 
tel seg fire ulike reportermolekyler for hver av basene A, C, G og T, evt at man bruker det 
samme reportermolekylet posisjonert pa fire ulike steder pi fragmentene. Med mMtiptexere, 
paraUeUe computerinnganger og annen moderne elektromkk er det rnuhg a regist^re et sted 
mellom 1-10 millioner signaler i sekundet Med slike hastigheter vil man i beste Ml kunne 
avlese et humant genom pa 5-10 min og til en meget lav kostnad. 
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Fie 3a Figuren viser reportermolekyler som er festet pa fragmented og som bryter e ier oppretter elektriske 
^ S e" V ^Le seg tfl sensorer pi platen. Legg merke til at re portennolekyienes relative 
S ^gmentA bryLoppretter kretsA, fragmentC bryter/oppretter kretsC, osv. Figuren ~J^>^ 
man ved fbruke mStiplexere, parallelle computerinnganger, mm kan avlese flere kretser parallelltDet ma 
presiseres at figuren er sterkt forenklet. 




i^lfcslm^ 

reportermolekyler med stromledende egenskaper slik atd^kretsen opprettes hvis et reportermolekyl buider seg 
En. For & .rice sjansen for en vellykket binding eVdet festet flere reportermolekyler . samme P os. SJ on pa 

fragmented 

Fig 3b viser en av mange strategier for a koble reportermolekyler med stromkretsene i 
avlesningsplaten. En annen strategi er a bruke reportermolekyler som danner sterke binding* 
med «moduler» pa avlesningsplaten. Disse modulene er formet slik at de kan rives \m fra 
avlesningsplaten hvis DN A-molekylene blir revet bort. Nar modulene tesner bryter de en 
stremkrets slik at det blir registrert hvilke moduler i avlesningsplaten som er fjernet. 



Et viktig poeng med alternativ 3 er at den potensielt ogsa vil kunne anvendes uten a 
matte forsterre DNA-molekylene som skal sekvenseres. I stedet for a fotsterre DNA- 
molekylene kan man inkorporere ulike vedheng pa basene som sensorene kan registrere. Det 
ma videre poengteres at ovennevnte fremstilling er.sterkt forenklet. Det finnes en rekke 
strategier som gjor at presisjonen for alternativ 3 kan 0kes. 

Andre alte rnativer: ^ _ . , 

En rekke andre strategier kan tenkes for a avlese rekkefelgen pa DNA-fragmentene i de 
ulike DNA-bitene. I tillegg kommer at ideen om a konvertere et DNA-molekyl til DNA- 
fragmenter innsatt i samme rekke&lge som de opprinneUge baseparene vil kunne base en del 
av de problemene som har oppstatt i forbindelse med andre DNA-sekvenseringsprosjekter. 
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